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Plasmodium vivax ve Plasmodium falciparum’un Laktat
Dehidrogenaz Enzimini Kodlayan Genlerinin Niikleotid
Diizeyinde Karsilastirmali Analizi

Ekrem AKBULUT, Venhar CELIK, Dilek TURGUT BALIK
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OZET: Bu galismada Plasmodium vivax’m laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi diger bir sitma paraziti olan
Plasmodium falciparum’un aym enzimini kodlayan genin niikleotid dizisi ile karsilastirilmugtir. Tki dizi arasindaki benzerlik %74,8" dir.
Plasmodium vivax laktat dehidrogenazinin % GC degeri (%46,6) Plasmodium falciparum laktat dehidrogenazindan (%33) daha yiiksek-
tir. Plasmodial laktat dehidrogenazdaki 5 amino asit insersiyonuna karsilik gelen niikleotid dizisi ayn1 zamanda Plasmodium vivax’da da
mevcuttur. Bu bolge Plasmodium falciparum’da oldugu gibi yeni antimalarial tasariminda hedef olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Laktat dehidrogenaz, antimalarial, gen klonlama, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum

Comparative Analysis at the Nucleotide Level of the Genes Encoding the Lactate Dehydrogenase Enzyme of
Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum

SUMMARY: In this study, the nucleotide sequence of the enzyme lactate dehydrogenase from Plasmodium vivax has been compared to the
same enzyme from another malaria parasite Plasmodium falciparum. It was found that the identity between two sequences was 74.8%. The
percentage of the GC value was found to be higher in the Plasmodium vivax lactate dehydrogenase (46.6%) than in that of Plasmodium falci-
parum (33%). The nucleotide sequence that corresponds to the 5 amino acid insertion in Plasmodium lactate dehydrogenase is also present in
Plasmodium vivax. This site will be targeted in the design of novel antimalarials for Plasmodium vivax as has been for Plasmodium falciparum.
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GIRiS

Sitmanin Anophel cinsi sivrisinekler tarafindan bulastirildigi-
nin kesfinden bu yana yiizyildan daha fazla zaman ge¢mesine
ragmen sitma hala kontrol altina alinamamustir. Bu hastaligin
tiim diinyada kontrol disina ¢ikmasinin iki temel nedeni vardir.
Bunlardan ilki; sitma parazitlerinin tek konagi olan anofel
cinsi sivrisineklerin bilinen insektisidlere karsi direng kazan-
mast, ikincisi ise giiniimiizde bazi sitma parazitlerinin mevcut
antimalarial ilaglara kars1 diren¢ kazanmig olmasidir. Bu du-
rum yeni antimalarial ilaglarin gelistirilmesini gerekli kilmis-
tir. Parazitlerin metabolik yollarinda kullandiklar1 enzimler
yaptya dayandirilmis ilag tasarim c¢aligmalarinin ilk hedefle-

Gelis tarihi/Submission date: 07 Subat/07 February 2005
Diizeltme tarihi/Revision date: 14 Mart/14 March 2005

Kabul tarihi/Accepted date:

Yazigsma /Correspoding Author: Dilek Turgut Balik

Tel: (+90) (424) 237 00 00/ 39 44 Fax: (+90) (424) 233 00 62
E-mail: dilekbalik@gmail.com

Bu galigma The Wellcome Trust (Grant No: 060406 UK),
TUBITAK (Proje No: TBAG 1969) ve Firat Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Birimi (Proje No: 565, 682, 694) tarafindan
desteklenmistir.

rinden birisidir. Plasmodium’un glikolitik enzimleri hem yeni
antimalarial ilaglar i¢in hedef molekiiller hem de hastaligin
teshisinde kandaki parazit diizeyini gosteren birer indikator
olarak tanimlanmustir (3-6). Bu bilgiler 1s181nda plazmodiyal
laktat dehidrogenaz (pLDH) yeni antimalarial ilaglarin gelisti-
rilmesi i¢in hedef enzim olarak se¢ilmistir. Laktat dehidroge-
naz enzimi insan sitma parazitlerinin karbohidrat metaboliz-
masinda 6nemli bir rol oynar. Parazit, bu enzim sayesinde
glikolizin son iiriinii olan piriivik asidi doniisiimlii bir reaksi-
yonla laktik aside cevirmektedir. Dolayisiyla bu enzimin
inhibisyonu parazitin yasaminin sonlandirilmasini saglayacak-
tir (7). Ancak ayni enzim hem insanda hem de parazitte bu-
lundugu i¢in insan LDH’inin etkilenmeden kalmasi biiyiik
onem arzetmektedir. Bu amacgla PALDH’1n elektroforetik, ki-
netik ve yapisal olarak insan LDH’indan farkli oldugu goste-
rilmistir (1, 4, 7, 10, 13).

Bu yaklasim Plasmodium falciparum LDH’na (PfLDH) uy-
gulanmaktadir. Ayni yaklasimi diinyada ve Tiirkiye’de en
yaygin Plasmodium tiirii olan Plasmodium vivax’a da uygula-
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mak i¢in bu tiiriin laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen
izole edilmis ve amino asit dizisinin analizi yapilmigtir (12).
Bu calisgmada ise klonlanmig olan genin niikleotid dizisi
Plasmodium falciparum ile karsilagtirmali olarak analiz edil-
mistir.

GEREC VE YONTEM

PvLDH enzimini kodlayan genin tamaminin izole edildigi P.
vivax Belem soyu genomik DNA ile gerceklestirilen
amplifikasyon ¢aligmalarinda Pv3: 5"ATG ACG CCG AAA
CCC AAA ATT GTG CTC GTC GGG3" ve Pv4d: 5’AAT
GAG CGC CTT CAT CCT TTT AGT CTC CGC AAC TGC
C3") primerleri kullanilmistir. En fazla iiriin olusumu gézlenen
reaksiyon da 5 pl 10 x Ampli7ag Gold DNA Polimeraz tam-
ponu (enzim ile beraber verilmistir), 3 pl MgCl, (stok; 25
mM), 5 ul dNTP’ler (stok; 10 mM’lik dNTP’lerden 10’ar pl
ve 10 ul dH,0), 1 pl 5° primeri (stok; 50 pmol/ul), 1 ul 3°
primeri (stok; 50 pmol/ul), 1 pl kalip DNA (stok; 20 ng/ul),
2.5 tnite (0.5 pl) Ampli7ag Gold DNA polimeraz (stok; 5
tinite/ul) (Applied Biosystems) ve son hacim 50 pl olacak
sekilde 33,5 ul dH,O kullanilmustir.

Amplifikasyon 94°C’de 1,5 dakika, 55°C’de 2 dakika,
72°C’de 2 dakika ve 45 dongii olarak gerceklestirilmistir.
Amplifikasyonu takiben DNA % 1°lik agaroz jelde yiiriitiil-
mils ve DNA UV transilliiminatdr kullanilarak goriintiilenmis-
tir. Jelden geri kazanilan DNA pGEM®—T Easy vektoriine
(Promega, UK) aktarilmis ve E. coli IM109 hiicrelerine yapi-
lan transformasyon sonrasi elde edilen koloniler genin varligi-
nin 6n bir ispati i¢in dnce laboratuvarda koloni PCR ile test
edilmis, daha sonra da koloni PCR ile pozitif sonu¢ veren
kolonilerden yararlanilarak DNA ekstraksiyonu yapilip bu
DNA’nin dizi analizi gergeklestirilmis ve dogru genin
klonlandig1 ispatlanmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

PvLDH Geninin Tam Uzunlugunun P. vivax Belem Soyu
Genomik DNA’sindan izolasyonu ve Klonlanmast:
Genomik DNA’nin amplifikasyonu sonrasinda ornekler %
I’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 1). Pv3-Pv4 primer
cifti ile gergeklestirilen reaksiyonda muhtemel pozitif bant (1.
hat) goriilmistiir. 1. hattaki muhtemel pozitif bant jelden kesi-
lerek alinmus, saflastirilmis ve pGEM®—T Easy vektorii igerisi-
ne klonlanmistir. Koloni PCR ile istenen genin klonlandigina
dair 6n bir dogrulama yapilmistir. Koloni PCR sonucunda
pozitif olarak tespit edilen koloninin bir gece gelistirilmis olan
stok kiiltiirlinden DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve dizi
analizinin yapilmasi icin MWG-Biotech’e, Almanya, gonde-
rilmistir. pPGEM®-T Easy vektor igerisine aktarilan PvLDH
DNA’sinin tam uzunlugunun ¢ift yonde dizi analizi yapilmis-
tir. Dizi analizi neticesinde okunan bu dizi P/LDH ve dizisi
bilinen diger LDH’lar ile karsilastirilmigtir. Biitin LDH’larin
karakteristigi olan katalitik amino asitlerin klonlanmis olan
DNA’da da bulundugu tespit edilmis ve bdylece klonlanan
DNA pargasinin P. vivax LDH’1 oldugu ispatlanmistir.
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PvLDH Geninin Niikleotid Dizisinin Analizi: izolasyonu ve
klonlanmasi gergeklestirilen PvLDH’1 kodlayan genin niikleo-
tid dizisi P/LDH 1n niikleotid dizisiyle karsilagtirmali olarak
Tablo 1’de verilmistir.

851 bp

fd 1 2

Sekil 1. PvBelem genomik DNA kullanilarak spesifik primer ¢iftleri
ile PvLDH geninin amplifikasyonu. M: Markir (Hyper Ladder I, 200
bp). Hatlar: (1) Pv3-Pv4 (951 bp); (2) Pv3-Pv4 Negatif kontrol

P. vivax laktat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen, P/ALDH
geninde oldugu gibi, 951 niikleotid (316 amino asit, stop
kodonu hari¢) icermektedir. Yine P/LDH’da oldugu gibi (1)
PvLDH’1 kodlayan gen de intron igermemektedir. PvLDH,
ATG kodonu ile baslayip TTA kodonu ile sonlanmaktadir.
PvLDH geninin niikleotid dizisi elde edildikten sonra veriler
Gene Tool Lite 1.0 isimli yazilim programi ile degerlendiril-
mistir. Buna gére PvLDH ve P/LDH’1n niikleotid diizeyindeki
benzerligi %74,8’dir.

PvLDH Geninde Her Bir Niikleotidin Kullamim Sikhg::
PvLDH geninde her bir niikleotidin kullanim sikligi Tablo
2’de verilmistir.

Tablo 2. PvLDH geninde her bir niikleotidin kullanim siklig1.
A (Adenin) T (Timin) G (Guanin)  C (Sitozin)
Pv Pf Pv Pf Pv Pf Pv Pf
Say1 273 341 233 296 250 187 192 127
% 28,8 359 24,6 311 264 19,7 203 134

P. vivax ve P. falciparum arasinda niikleotid kullanim oranlar1
acisindan yapilan kiyaslamada; P. vivax’m P. falciparum’a
oranla adenin ve timin niikleotidlerini kullanim sayisinin daha
az oldugu, buna karsin guanin ve sitozin niikleotidlerini kulla
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ATGACGCCGAAACCCAAAATTGTGCTCGTCGGGTCGGGCATGATCGGAGGCGTGATGGCC

ATGGCTCCAAAAGCAAAAATCGTTTTAGTTGGCTCAGGTATGATTGGAGGAGTAATGGCT

ACGCTGATTGTGCAGAAGAACCTGGGGGACGTAGTGATGTTTGACGTAGTGAAAAACATG
ACCTTAATTGTTCAGAAAAATTTAGGAGATGTAGTTTTGTTCGATATTGTAAAGAACATG
CCCCAAGGAAAGGCACTAGATACGTCTCACTCGAATGTGATGGCTTATTCCAATTGCAAG

CCACATGGAAAAGCTTTAGATACATCTCATACTAATGTTATGGCATATTCAAATTGCAAA

GTGACTGGCTCGAACTCGTATGATGACTTGAAGGGAGCCGACGTGGTGATCGTCACTGCG

GTAAGTGGTTCAAACACTTATGACGATTTGGCTGGAGCAGATGTAGTAATAGTAACAGCT

GGATTTACTAAAGCACCAGGAAAGAGCGACAAGGAATGGAACCGAGATGATTTACTCCCC

GGATTTACCAAGGCCCCAGGAAAGAGTGACAAAGAATGGAATAGAGATGATTTATTACCA

TTGAATAACAAAATTATGATTGAGATTGGGGGACATATTAAGAACCTTTGCCCCAATGCC

TTAAACAACAAGATTATGATTGAAATTGGTGGTCATATTAAGAAGAATTGTCCAAATGCT

TTTATCATTGTGGTGACGAACCCAGTGGACGTGATGGTGCAGTTACTCTTCGAGCATTCC

TTTATTATTGTTGTAACAAACCCAGTAGATGTTATGGTACAATTATTACATCAACATTCA

GGAGTCCCAAAAAATAAAATCATCGGATTAGGTGGTGTGCTAGATACATCTAGACTGAAA
GGTGTTCCTAAAAACAAGATTATTGGTTTAGGTGGTGTATTAGATACATCAAGATTGAAG
TATTACATATCGCAGAAGTTGAACGTCTGCCCGAGAGATGTTAATGCACTCATTGTCGGT

TATTACATATCTCAGAAATTAAATGTATGCCCAAGAGATGTAAATGCACACATTGTAGGT

GCACATGGGAACAAGATGGTTCTCCTGAAAAGGTACATCACAGTTGGAGGTATCCCATTG
GCTCATGGAAATAAAATGGTTCTTTTAAAAAGATACATTACTGTAGGTGGTATCCCTTTA
CAAGAATTTATTAATAACAAAAAGATTACAGATGAAGAAGTGGAAGGCATATTTGATCGC
CAAGAATTTATTAATAACAAGTTAATTTCTGATGCTGAATTAGAAGCTATATTTGATAGA
ACTGTCAACACTGCTTTGGAGATTGTGAACCTCCTTGCCTCTCCTTATGTTGCCCCAGCT

ACTGTTAATACTGCATTAGAAATTGTAAACTTACATGCATCACCATATGTTGCACCAGCT

GCTGCCATCATCGAAATGGCCGAATCTTATTTGAAGGATATAAAGAAAGTGCTTGTTTGT
GCTGCTATTATCGAAATGGCTGAATCCTACTTAAAAGATTTGAAAAAAGTATTAATTTGC
TCCACTCTACTAGAGGGACAATACGGCCACAGCAACATCTTTGGTGGTACTCCTCTCGTT
TCAACCTTGTTAGAAGGACAATATGGACACTCCGATATATTCGGTGGTACACCTGTTGTT
ATCGGGGGCACCGGAGTTGAGCAAGTCATCGAGTTGCAGCTGAATGCCGAGGAGAAGACC

TTAGGTGCTAATGGTGTTGAACAAGTTATCGAATTACAATTAAATAGTGAGGAAAAAGCT

AAGTTCGACGAGGCAGTTGCGGAGACTAAAAGGATGAAGGCGCTCATTTAA
————————— Fm————— = ——————— =} —————————4- 051
AAATTTGATGAAGCCATAGCTGAAACTAAGAGAATGAAGGCATTAGCTTAA

Tablo 1 PvLDH ve P/LDH’1 kodlayan genin niikleotid dizisinin karsilastirmasi
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G Density For PvLDH
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Sekil 3 PALDH’1in GC yogunlugu

nim sayisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. P. vivax’m
guanin ve sitozin niikleotidleri agisindan zengin olusu yapila-
cak olan amplifikasyon g¢alismalarinda yiiksek denatiirasyon
ve baglanma sicakliklarinin segilerek spesifik amplifikasyon-
larin gergeklestirilmesini miimkiin kilacaktir. Gene Tool Lite
1.0 isimli yazilim programu ile yapilan hesaplamalar bu dii-
siinceyi kanitlar yonde sonug¢ vermis, P. vivax ¢ift sarmalinin
erime sicakligi (Tm) 78°C, P. falciparum ¢ift sarmalinin erime
sicakligl 72°C olarak hesaplanmustir.

PyLDH’Im AT ve GC Yogunluklari: P. vivax ve P.
falciparum LDH genlerinin AT ve GC yogunluklar1 yine Gene
Tool Lite 1.0 isimli yazilim programi ile degerlendirilmistir.
PvLDH’1in GC yogunlugu Sekil 2’de, P/LDH’1n GC yogunlu-
gu da Sekil 3’de verilmigtir.

Genel olarak PvLDH ve P/LDH AT bakimindan zengindirler.
Ama grafiklerde de goriildiigii gibi P. vivax’in P. falciparum’a
oranla AT yogunlugu daha az, GC yogunlugu ise daha fazla-
dir. P. vivax’in % GC yogunlugu %46,6 iken P. falciparum’da
bu oran % 33’tlir. PvLDH geni i¢gin yapilan degerlendirmede
PvyLDH geninin ortalarma dogru % GC yogunlugunun azaldig:
belirlenmistir. Bununla beraber P/LDH’a oranla genin basinda
ve sonunda % GC yogunlugunun oldukga arttig1 gériilmekte-
dir. % AT yogunlugu acisindan yapilan degerlendirmede ise %
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GC yogunlugu ile ters orantili olarak % AT yogunlugunun
genin ortalarina dogru artis gosterdigi yine de esdegeri olan
bolge ile kiyaslandigi zaman PvLDH’in daha diisik % AT
yogunluguna sahip oldugu goriilmektedir. P. vivax LDH geni-
nin bag ve son kisiminda % GC yogunlugunun yiiksek olmasi
hem bu gen ile gerceklestirilecek amplifikasyon ¢aligmalarin-
da spesifik ve yiiksek erime 1sisina sahip primerlerin tasarla-
nabilmesini miimkiin kilmast agisindan hem de guanin ve
sitozin niikleotidleri arasinda i¢ hidrojen bagi bulunmasi se-
bebiyle daha kararli yap1 olusturmasi bakimindan dnemlidir.
Ayrica yiiksek % GC yogunlugu termostabilitenin de goster-
gesidir.

Genel olarak P. vivax’tan izole edilen genlerin % GC yogunlu-
gunun diger baz1 Plasmodium tiirlerindeki esdegerlerinden daha
yiiksek oldugu bilinmektedir. Ornegin; Valin sentetaz enzimini
kodlayan gen hem P. vivax’tan hem de P. knowlesi’den izole
edilmis ve P. vivax’taki % GC oram %54,7, P. knowlesi’deki
oran ise %46,7 olarak tespit edilmistir (9).

Sonug olarak; sitma tedavisinde kullanilan antimalarial ilag-
lara kars1 gelisen direng yeni antimalariallarin gelistirilmesini
gerekli kilmistir. Bu ¢alismada PvLDH geni, yapiya dayandi-
rilmis ilag tasarim ¢aligmalari i¢in hedef olarak se¢ilmistir.
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PfLDH, ilk kez Honduras I isimli soydan (1) daha sonra K1 ve
PFFCBR isimli soylardan izole edilmis ve klonlanmistir (10).
Elde edilen verilerden yapiya dayandirilmis ilag tasarim ¢a-
lismalarinda yararlanilmistir. P/LDH, proteini {iretilen (11) ve
yapist tanimlanan (2) ilk plazmodiyal enzimdir. Plazmodiyal
LDH baslica iki 6zelligi ile diger LDH’lardan ayrilmaktadir.
Bunlardan ilki, NADH baglanma cebinin diger LDH’lardan
farkli konumda bulunmasi, ikincisi ise enzimin katalitik halka-
sinda 5 amino asit ilavesinin bulunmasidir. Bu ilave 5 amino
asit enzimin katalitik halkasinda bir yarik olusturmaktadir ve
bu yarigin gossipol ve tirevleri (7) gibi g¢esitli enzim
inhibitorlerini yapisina alarak enzimin inhibisyonunu saglama
potansiyeline sahip olabilecegi diistiniilmektedir (8).

P. vivax laktat dehidrogenaz enzimi gilinliimiize kadar
klonlanmig olan ikinci insan sitma paraziti laktat
dehidrogenazidir. PvLDH dizisi, dizisi bilinen diger LDH’lar
ile karsilastirildigr zaman tim anahtar amino asitlere sahip
oldugu goriilmiistiir. PvLDH’1n PfLDH ile niikleotid diizeyin-
de %74,8 ve amino asit diizeyinde %90,1 oraninda benzerlik
gostermesi PLDH’a 6zgii yapisal ve biyokimyasal 6zellikle-
rin PvLDH’da da goriilebilecegi fikrini kuvvetlendirmektedir.
Daha 6nce PfLDH’da gosterilen, yeni antimalarial ilaglar
tasarlanmasi i¢in hedef bolge olarak nitelendirilen aktif bolge
halkasindaki ilave 5 amino asidin, PvLDH’da da tespit edilmis
olup P/LDH’a uygulanan yaklasimlarin PvLDH’a da uygula-
nabilecegini tavsiye etmektedir.

P. vivax dinya iizerinde en genis yayillim gosteren
Plasmodium tiirii olmas1 sebebiyle, bu parazite kars1 gelistiri-
lecek yeni antimalarial ilaglar sitma ile miicadelede biiyiik
oneme sahiptir. Yapilan bu ¢alisma ile PvLDH enzimini kod-
layan genin niikleotid dizisi analiz edilmis olup, yeni bir
antimalarial ilacin gelistirilmesi ¢aligmalarinda hedef bdlge
olan enzim aktif bolgesi tanimlanmustir.

Daha sonraki ¢aligmalarda protein saflastirilacak ve enzimin
yapisal ve kinetik analizlerinin yapilmasinda kullanilarak elde
edilecek veriler yeni antimalariallarin tasarlanmasi ¢aligmala-
rinda kullanilacaktir.
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